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Resumo – O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos reguladores de crescimento TDZ [1-fenil-3-(1,2,3-tia-
diazol-5-il)uréia], BAP (6-benzilaminopurina) e ANA (ácido naftalenoacético) no desempenho da propagação in
vitro por organogênese de explante foliar de três clones híbridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla.
Houve resposta diferenciada dos clones quanto a intensidade, textura e coloração dos calos, em razão dos
tratamentos com os reguladores de crescimento. Os melhores resultados de calejamento dos três genótipos
foram observados nos tratamentos com a combinação dos reguladores de crescimento TDZ (0,5 mg L-1) e ANA
(0,1 mg L-1), obtendo-se 100% de calejamento no explante foliar. Os piores resultados de calejamento foram observa-
dos nos tratamentos com a combinação dos reguladores de crescimento BAP (0,1 mg L-1) e ANA (0,1 mg L-1).
Em relação à regeneração, a melhor resposta foi obtida com 1,0 mg L-1 BAP em que 8% dos calos formados a partir
de explantes foliares regeneraram gemas, com número médio destas formadas por calo igual a 4,2.
Termos para indexação: micropropagação, reguladores de crescimento, propagação in vitro.
Organogenesis of the leaf explant of Eucalyptus grandis x E. urophylla clones
Abstract – The aim of this work was to evaluate the effects of growth regulators TDZ [1-phenil-3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl)
urea], BAP (6-benzilaminopurine) e NAA (Naphthalene acetic acid) on the in vitro propagation by organogenesis
from foliar explants of Eucalyptus grandis x E. urophylla. Depending on the clone used, there were singular
responses to growth regulators treatment regarding callusing intensity, texture and color. The best results of the
three genotypes used were observed with the TDZ (0.5 mg L-1) and NAA (0.1 mg L-1) treatment, where 100% of
the foliar explants presented callus. The worst results were observed with the BAP (0.1 mg L-1) and NAA
(0.1 mg L-1) treatment. Subsequently, considering the regeneration process, the best response was achieved with
1.0 mg L-1 BAP, in which 8% of the calli regenerated buds, with an average of 4.2 buds per explant.
Index terms: micropropagation, growth regulators, in vitro propagation
Introdução
Os eventos organogênicos ocorrem mediante a
desdiferenciação e rediferenciação celular, dependen-
do da retomada da atividade meristemática em células
maduras diferenciadas ou em um tecido calogênico de-
sorganizado. O processo de organogênese in vitro é
complexo, com atuação de múltiplos fatores externos e
internos envolvendo interação entre fonte de explante,
meio de cultura e fatores do ambiente (George, 1993;
Pierik, 1997; Joy IV & Thorpe, 1999). O processo de
organogênese depende, também, da ação de regulado-
res de crescimento exógenos, em particular auxinas e
citocininas, e da habilidade do tecido em responder a
essas mudanças hormonais durante o período de cultivo
(Sugiyama, 1999).
Na maioria dos trabalhos realizados visando à propa-
gação in vitro de Eucalyptus via organogênese, utiliza-
ram-se materiais juvenis como fonte de explantes, tais
como hipocótilos (Kitahara & Caldas, 1975; Tibok et al.,
1995; Azmi et al., 1997; Ho et al., 1998), cotilédones
(Azmi et al., 1997), caule e folhas de material juvenil
proveniente de sementes (Subbaiah & Minocha, 1990;
Chen et al., 1996; Mullins et al., 1997) e embriões
zigóticos (Serrano et al., 1996). Contudo, a possibilida-
de e otimização de protocolos eficientes de
micropropagação de clones superiores poderia consti-
tuir-se em alternativa no processo de multiplicação
vegetativa, além de atender a programas de transfor-
mação genética.
Entre os trabalhos realizados com Eucalyptus, nos
quais foram utilizados como fontes de explantes materi-
Pesq. agropec. bras., Brasília, v.39, n.5, p.421-430, maio 2004
E.C.S. de C. Alves et al.422
ais em idade adulta, o de Lainé & David (1994) constou
de estudos de organogênese in vitro com explantes
foliares de clones micropropagados de Eucalyptus
grandis. Estes autores constataram a existência de di-
ferenças no requerimento com relação aos reguladores
de crescimento, para organogênese, entre os diferentes
clones. Hervé et al. (2001) desenvolveram estudos com
clones de Eucalyptus gunnii e utilizaram como explantes
folhas e segmentos internodais e nodais.
Na propagação in vitro de Eucalyptus, a grande va-
riação genotípica em resposta aos meios de cultura cons-
titui importante fator. No entanto, os reguladores de cres-
cimento constituem a primeira etapa a ser abordada,
quando o modo de interação entre auxinas e citocininas
é freqüentemente dependente da espécie da planta e do
tipo de tecido utilizado na cultura (Coenen & Lomax,
1997; Pierik, 1997). A maneira complexa com que os
reguladores de crescimento e as células interagem indi-
ca que, se o tecido não está em um estádio responsivo,
este não irá responder adequadamente aos reguladores
de crescimento exógenos, não importando em quais con-
centrações e combinações esses reguladores são utili-
zados. Ausência na resposta a um regulador de cresci-
mento é freqüentemente um problema maior quando
explantes de plantas adultas são utilizados, em compa-
ração com material juvenil (Bonga & Von Aderkas, 1992).
Diante da escassez de informações referentes à
organogênese in vitro em tecidos adultos de Eucalyptus,
faz-se necessária a adequação de protocolos de rege-
neração utilizando explantes coletados de clones seleci-
onados, em que a utilização de material rejuvenescido in
vitro possibilitaria melhor performance na capacidade
organogênica dos explantes.
Desta forma, métodos eficientes para regeneração
de clones selecionados pela via organogênica, utilizando
como explante de material rejuvenescido, poderiam cons-
tituir-se em alternativa de multiplicação vegetativa, além
de atender a programas de transformação genética.
O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos
reguladores de crescimento TDZ, BAP e ANA no de-
sempenho da propagação in vitro por organogênese de
explante foliar de três clones híbridos de Eucalyptus
grandis x E. urophylla.
Material e Métodos
Foram utilizados três clones híbridos de Eucalyptus
grandis provenientes das empresas V&M Florestal
Ltda. (clone 1, híbrido de Eucalyptus grandis x
E. urophylla) e Celulose Nipo-Brasileira S.A. - Cenibra
(clones 2 e 3, híbridos de Eucalyptus grandis x
E. urophylla), os quais foram inicialmente propagados
vegetativamente por estaquia, introduzidos em labora-
tório de cultura de tecidos pela técnica de
micropropagação por meio de gemas axilares. A seguir,
passaram por sucessivos subcultivos na fase de multi-
plicação, para seu rejuvenescimento. Os clones 1, 2 e 3
encontravam-se em banco clonal no 25o, 19o e 22o
subcultivos, respectivamente, quando foi iniciado este
trabalho.
O meio de cultura utilizado na multiplicação do mate-
rial foi composto pelos sais básicos de MS (Murashige
& Skoog, 1962), vitaminas de White (1943), acrescidos
de mio-inositol (100 mg L-1), PVP (800 mg L-1), sacarose
(3%), ágar granulado (0,5%), 0,3 mg L-1 de BAP
(6-benzilaminopurina) e 0,01 mg L-1 de ANA (ácido
naftalenoacético), com pH ajustado para 5,8.
Este trabalho foi composto de duas etapas: a primei-
ra referente à produção de gemas alongadas in vitro
para obtenção dos explantes foliares, e a segunda, para
obtenção dos calos e regeneração das gemas adventícias.
Na obtenção do explante foliar, foi utilizada a técnica
de micropropagação mediante proliferação de gemas
axilares, conforme referido, modificando-se apenas a
concentração dos reguladores de crescimento para
0,1 mg L-1 de ANA e 0,05 mg L-1 de BAP, a fim de
promover o alongamento das brotações em banco clonal.
Os explantes foliares foram retirados da parte superior
(até o 3o nó) das brotações alongadas, conservando-se
parte do pecíolo.
A micropropagação por organogênese foi composta
pelas fases de indução de calo e da regeneração das
gemas, utilizando o meio de cultura LD conforme Lainé
& David (1994). O meio de cultura utilizado na fase de
indução de calo foi composto pelos sais: KNO3
(750 mg L-1),
 
NH4H2PO4 (250 mg L-1), MgSO4.7H2O
(250 mg L-1) e CaCl2.2H2O (106 mg L-1); micronutri-
entes e FeEDTA na metade da concentração de MS,
mio-inositol (100 mg L-1), sacarose (2%), vitaminas com-
postas por ácido nicotínico (10 mg L-1), tiamina.HCl
(10 mg L-1), pantotenato de cálcio (1 mg L-1),
piridoxina.HCl (1 mg L-1), biotina (0,01 mg L-1), MES
(600 mg L-1), caseína hidrolisada (250 mg L-1), PVP
(800 mg L-1) e Phytagel (0,25%), com pH ajustado para
5,7. Na fase de regeneração de gemas, utilizou-se o
mesmo meio de cultura, alterando o Fe e micronutrientes
para suas concentrações totais, de acordo com o meio
MS. Na minimização das contaminações por bactérias,
acrescentaram-se aos meios de cultura 300 mg L-1 do
antibiótico timentim, após autoclavagem.
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Quanto à avaliação dos tipos e concentrações de re-
guladores de crescimento na organogênese dos três
clones de Eucalyptus, foram utilizados, na fase de indu-
ção de calos, combinações de TDZ [1-fenil-3-(1,2,3-tia-
diazol-5-il)uréia] e ANA (ácido naftalenoacético), res-
pectivamente, em mg L-1 (T1: 0,5 + 0,5; T2: 0,5 + 0,1;
T3: 0,05 + 0,01; T4: 1,0 + 0,1); e das combinações de
BAP (6-benzilaminopurina) com ANA (ácido naftale-
noacético), respectivamente, em mg L-1 (T5: 0,1 + 0,1;
T6: 0,5 + 0,5; T7: 1,0 + 3,0; T8: 1,0 + 1,0). Na fase de
regeneração de gemas, foram utilizadas combina-
ções de BAP e ANA, respectivamente, em mg L-1
(T1: 0,2 + 0,2; T2: 0,3 + 0,0; T3: 0,5 + 0,2; T4: 1,0 + 0,0;
T5: 1,0 + 3,0; T6: 3,0 + 0,0; T7: 0,1 + 0,05).
Os explantes foliares foram colocados nos meios de
indução de calos, em placas de Petri descartáveis esté-
reis (60x15 mm). Cada placa continha 12 mL de meio
de cultura e cinco explantes, constituindo assim uma
unidade experimental. Cada tratamento foi constituído
por 10 repetições, e o delineamento experimental utili-
zado foi o inteiramente casualizado.
Na fase de indução de calos, as placas foram mantidas
em regime de escuridão à temperatura de 27±2oC por
cinco semanas. A seguir foi realizada uma avaliação
quanto à intensidade de calejamento e aspecto geral do
calo (textura e coloração). O critério adotado na avaliação
da intensidade de calejamento foi: 1, pouco calejamento,
2, calejamento médio e 3, calejamento intenso.
A textura – coesão entre as células que formam o
calo – foi avaliada em friável (células frouxamente liga-
das), compacta (células firmemente ligadas) e texturas
intermediárias, classificadas como semifriável e
semicompacta.
Em relação às colorações avaliadas na fase de
indução de calos, foram classificadas como branco,
branco com bege, bege-claro e bege-escuro. O bege-
escuro refere-se a calos de coloração mais escura, mas
que não estão oxidados.
Na regeneração de gemas, novos calos foram obti-
dos mediante explantes foliares de cada clone proveni-
ente do melhor tratamento da fase anterior. Eles foram
cultivados em novo meio de cultura em placas de Petri
descartáveis estéreis (60x15 mm), contendo 12 mL de
meio de cultura com cinco calos por placa, constituindo-
se assim uma unidade experimental. Cada tratamento
foi constituído por 10 repetições, e o delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, conforme
referido anteriormente. Os tratamentos foram mantidos
a 27±2oC, sob fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 horas
de escuro por 35 dias. A densidade luminosa foi de
36 µmol m-2 s-1, obtida de lâmpada luz do dia branca
fluorescente de 20 W.
A avaliação da capacidade organogênica do material
de cada tratamento com calos provenientes de explantes
foliares foi tomada em porcentagem de calos apresen-
tando gemas regeneradas e número de brotações por
calo, como também mudanças ocorridas no aspecto
desses calos após a transferência para a condição de
luminosidade.
As gemas regeneradas foram transferidas para meio
de alongamento composto pelos sais básicos MS, vita-
minas White, acrescidos de mio-inositol (100 mg L-1),
PVP (800 mg L-1), sacarose (3%), ágar granulado
(0,5%), 0,05 mg L-1 de BAP e 0,1 mg L-1 de ANA, com
pH ajustado para 5,8.
No enraizamento das brotações, foi utilizado o meio
composto pelos sais básicos MS, vitaminas de White, acres-
cidos de mio-inositol (100 mg L-1), PVP (800 mg L-1),
sacarose (3%), ágar granulado (0,5%) e 1,0 mg L-1 de AIB
(ácido indolbutírico), com pH ajustado para 5,8.
Na confirmação de que as gemas regeneradas trata-
vam de gemas adventícias e não gemas pré-formadas,
foi realizada a análise histológica de uma fração do
material regenerado.
Amostras dos tecidos in vitro foram coletadas e fixa-
das em FAA 50% (formaldeído, ácido acético e etanol
50%), pelo período de 24 horas. As amostras foram la-
vadas em álcool etílico 70%, desidratadas em série al-
coólica (álcool butílico) e embebidas em parafina, se-
gundo Johansen (1940). Seções de 10 µm de espessu-
ra foram coradas em combinação fuccina básica e azul-
de-astra e montadas em bálsamo-do-canadá.
Resultados e Discussão
O clone 1 foi o que apresentou os melhores resulta-
dos em relação ao calejamento, seguido pelos clones 2
e 3 (Figura 1). Apenas no clone 1 foi observado
calejamento na classe de intensidade 3, em três dos qua-
tro tratamentos, utilizando-se os reguladores de cresci-
mento TDZ e ANA. A eficiência do TDZ na produção
de calos e posterior regeneração de gemas adventícias
foi citada por Wilhelm (1999), quando concentrações
mais altas dessa citocinina proporcionaram a produção
de calos mais volumosos. Segundo Kaneda et al. (1997),
melhor performance do TDZ, aparentemente, pode es-
tar relacionada a maior atividade citocinínica ou a for-
ma de ação diferente de outras citocininas durante o
processo de desdiferenciação e rediferenciação celular,
como também ao fato de o TDZ induzir a acumulação
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de auxinas e citocininas endógenas no tecido (Murthy
et al., 1995).
Em relação ao clone 1, os resultados dos tratamentos
com TDZ e ANA, com exceção do T3, que apresenta-
va menores concentrações de TDZ, foram superiores
aos dos tratamentos com BAP e ANA. Esses resulta-
dos corroboram os de Vieitez & San-José (1996) que,
utilizando como fonte de explante folhas de clones
micropropagados de Fagus sylvatica, observaram que
a formação de calos nos clones ocorria com maior in-
tensidade nos meios de cultura com TDZ em relação
aos que utilizaram o BAP. A melhor performance do
TDZ em relação a outros reguladores de crescimento
na proliferação de tecido calogênico também é citada
por Murthy et al. (1998).
O clone 2 apresentou intensidade de calejamento na
classe 1 em todos os tratamentos envolvendo as duas
citocininas, contudo calos na classe de intensidade 2
somente foram observados nos tratamentos com TDZ
e ANA (tratamentos T1, T2 e T4).
Figura 1. Intensidade de calogênese a partir de explante foliar provenientes de TDZ, BAP e ANA exógenos,
avaliada em três clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla. Tratamentos de 1 a 4, combinações de TDZ e
ANA, em mg L-1 (T1: 0,5+0,5; T2: 0,5+0,1; T3: 0,05+0,01; T4: 1,0+0,1). Tratamentos de 5 a 8, combinações de
BAP e ANA em mg L-1 (T5: 0,1+0,1; T6: 0,5+0,5; T7: 1,0+3,0; T8: 1,0+1,0). Barras verticais representam os
desvios das médias.
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O clone 3, apesar de apresentar melhor resultado no
tratamento T1 com TDZ e ANA, não demonstrou, de
forma geral, desempenho superior nos tratamentos utili-
zando TDZ, em comparação com os tratamentos com
BAP, como ocorreu nos clones 1 e 2.
Nos três clones, os melhores resultados foram cons-
tatados nos tratamentos com os reguladores de cresci-
mento TDZ e ANA (tratamentos T2, T4 e T1, para os
clones 1, 2 e 3, respectivamente). A vantagem da utili-
zação dos reguladores de crescimento TDZ e ANA foi
citada por Lu (1993), cujos estudos indicaram que o TDZ
apresenta maior eficiência na presença de ANA. Contu-
do, esse autor citou que longas exposições ao TDZ não
são recomendadas, pois podem causar hiper-hidricidade,
crescimento anormal de gemas e dificuldade no
enraizamento.
Diante desses resultados em relação à intensidade
de calejamento, o clone 1 foi o que melhor respondeu
quando cultivado em meio com 0,5 mg L-1 de TDZ e
0,1 mg L-1 de ANA (T2), indicando a maior eficiência
do TDZ na obtenção de calos visando à organogênese
desse clone em explante foliar.
No clone 1, os calos formados em explante foliar nos
oito tratamentos com reguladores de crescimento fo-
ram classificados como compactos e semicompactos,





T4) proporcionaram calos compactos
(Figura 2), sendo os calos compactos de coloração mais
clara que os semicompactos. Nos tratamentos com
BAP, foi observada a coloração bege-clara (T6), bran-
ca mesclada com bege (T7 e T8) e bege-escura (T5).
Embora o tipo e concentração do regulador de cresci-
mento utilizado tenha desempenhado importante papel
na formação e textura de calos, os níveis de sacarose
utilizados no meio de cultura podem afetar a textura dos
mesmos, como citados por Cheng et al. (1992), quando
concentrações intermediárias de sacarose (4% a 6%)
proporcionaram calos mais friáveis na base de explantes
de Eucalyptus sideroxylon, enquanto altas concentra-
ções (8% a 10%) inibiram a formação de calos.
No clone 2, todos os calos formados em explante foliar
nos oito tratamentos com reguladores de crescimento
foram classificados como compactos. Calos formados
nos tratamentos com TDZ apresentavam a coloração
branca mesclada com bege e bege-escuro, em propor-





mente calos bege-escuros no tratamento T3. Em calos
formados nos tratamentos com BAP, observou-se a pre-





da bege-clara em T7.





utilizando TDZ, formação de calo com aspecto pol-
vilhado e solto na superfície do explante, classificados
como semicompactos e semifriáveis. Todos os calos
nesses tratamentos apresentavam, predominantemen-
te, a coloração branca. Os tratamentos com BAP apre-
sentaram somente calos compactos de coloração bege-
escura. Essa variedade de características observadas
referentes à intensidade de formação e diferentes colo-
rações e texturas dos calos foi citada por Warrag et al.
(1991) e Hervé et al. (2001), como sendo resultado da
influência de diferentes concentrações de reguladores
de crescimento.
Com base nos resultados obtidos, foram escolhidos
os tratamentos T2 (0,5 mg L-1 de TDZ e 0,1 mg L-1 de
ANA) para o clone 1, T4 (1,0 mg L-1 de TDZ + 0,1 mg L-1
de ANA) para o clone 2 e T1 (0,5 mg L-1 de TDZ +
0,5 mg L-1 de ANA) para o clone 3.
Os clones 1 e 3 apresentaram capacidade
organogênica a partir de calos formados de explante
foliar, indicando o potencial morfogênico desses materi-
ais genéticos (Figura 3). O clone 2 não apresentou re-
generação de gemas.
Nos três clones, houve mudanças quanto à coloração
e textura dos calos durante a fase de regeneração em
condições de luminosidade (Figura 4A). Houve maior
compactação na superfície dos calos e aumento signifi-
cativo da estrutura nodular formada na região do pecíolo
(Figura 4B).
No clone 1, somente no tratamento T5 não foi obser-
vada regeneração de gemas, e o melhor resultado foi
alcançado na concentração de 1,0 mg L-1 de BAP (T4).
Nesse clone, todas as gemas regeneradas nos tratamen-
tos com BAP ou BAP e ANA se originaram na região
do pecíolo formado por um calo de aspecto nodular, sem-
pre associadas à presença de antocianina. Hervé et al.
(2001) também observaram a correlação entre
protuberâncias densamente coesas e a regeneração por
organogênese em explante foliar de Eucalyptus gunnii.
Segundo esses autores, esses nódulos se formavam na
parte proximal ao pecíolo e, após serem excisados e
transferidos para meio de regeneração, desenvolviam-
se em gemas. Constataram, também, que os tecidos
eram incapazes de regenerar gemas quando a parte
proximal ao pecíolo da folha era removida.
A relação entre a presença de antocianina e a de
organogênese foi relatada por Muralidharan &
Mascarenhas (1987) que, em explante foliar de
E. camaldulensis, verificaram que os calos formados
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desenvolviam antocianina e, após quatro semanas de
cultivo, gemas iniciais se desenvolviam nessas áreas de
pigmentação. Subbaiah & Minocha (1990), em trabalho
com folhas e caule de E. tereticornis, constataram que
os calos sempre se tornavam avermelhados antes do
aparecimento dos primórdios de gemas. Também,
Cuenca et al. (2000), na micropropagação por
organogênese de Fagus sylvatica e F. orientalis, re-
lataram que, nos calos formados, os locais de diferencia-
ção de gemas eram aqueles que apresentavam antocianina.
O clone 3 apresentou, na região do calo formado por
tecido nodular, gemas em estágio inicial de desenvolvimento,
com a ressalva de que, na maioria dos casos, estavam
associadas à presença de antocianina. Contudo, essas ge-
mas não se desenvolveram quando subcultivadas em novo
meio de regeneração ou alongamento.
Figura 2. Textura observada em calos obtidos a partir de explante foliar, provenientes de TDZ, BAP e ANA
exógenos, avaliada em três clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla. Tratamentos de 1 a 4, combinações
de TDZ e ANA, em mg L-1 (T1: 0,5+0,5; T2: 0,5+0,1; T3: 0,05+0,01; T4: 1,0+0,1). Tratamentos de 5 a 8, combina-
ções de BAP e ANA em mg L-1 (T5: 0,1+0,1; T6: 0,5+0,5; T7: 1,0+3,0; T8: 1,0+1,0). Barras verticais representam
os desvios das médias.
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Figura 3. Porcentual dos calos que regeneraram gemas e número médio de gemas por calo provenientes de
BAP e ANA exógenos avaliado nos clones 1 e 3. Tratamentos de 1 a 7, combinações de BAP e ANA, em mg L-1
(T1: 0,2+0,2; T2: 0,3+0,0; T3: 0,5+0,2; T4: 1,0+0,0; T5: 1,0+3,0; T6: 3,0+0,0; T7: 0,1+0,05). Barras verticais
indicam os desvios das médias.
Figura 4. (A) Organogênse de explante foliar nas fases inicial (1), de calejamento no escuro (2), na presença de
luz (3) e de regeneração de gemas adventícias (4) do clone 1 após 35 dias. (B) Detalhe da estrutura nodular
desenvolvida na região do pecíolo nas condições de regeneração das gemas adventícias. (C) Detalhe da regene-
ração do explante foliar desenvolvida na região do pecíolo.
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Diante desses resultados, com relação à capacidade
organogênica a partir de explante foliar dos clones em
estudo, os clones 1 e 3 responderam quando cultivados
em meio de regeneração, e no clone 1 o melhor resulta-
do foi obtido com 1,0 mg L-1 de BAP, em que 8% dos
calos formados a partir de explantes foliares regenera-
ram gemas, com número médio das formadas por calo
igual a 4,2. No clone 3, o melhor resultado foi obtido
com 0,5 mg L-1 de BAP e 0,2 mg L-1 de ANA, com
número médio de gemas formadas por calo igual a um.
Em relação ao porcentual de calos com regeneração de
gemas, os valores obtidos foram inferiores aos de
Subbaiah & Minocha (1990), Tibok et al. (1995), Azmi
et al. (1997) e Bandyopadhyay et al. (1999), que utiliza-
ram como fonte de explante material juvenil. Em relação
a trabalhos em que explantes foliares foram obtidos de
clones de Eucalyptus, os resultados foram inferiores
aos de Lainé & David (1994), que obtiveram 38,5% de
calos regenerando gemas, porém próximo dos de Hervé
et al. (2001), que obtiveram 8,8% de calos regenerando
gemas com o número médio de gemas formadas por
calo igual a quatro.
Os regenerantes obtidos foram transferidos para meio
de cultura, na busca do desenvolvimento das gemas
adventícias visando ao posterior enraizamento. Entre-
tanto, dada a baixa taxa de regeneração, poucas gemas
foram subcultivadas em meio específico, e a quantidade
de gemas alongadas foi insuficiente para avaliar o po-
tencial de enraizamento dos clones analisados.
As análises histológicas realizadas no explante foliar,
revelaram a origem adventícia das gemas formadas.
Após 35 dias do início de cultivo para explante foliar em
meio de regeneração, houve a diferenciação das gemas
e primórdios foliares a partir da região proximal das fo-
lhas. Em toda a lâmina foliar, houve a tendência de for-
mação de maior ou menor índice de calejamento, de
modo especial a partir de células do mesofilo junto à
epiderme abaxial, permanecendo em alguns pontos
intacta a epiderme adaxial.
Nas regiões associadas aos feixes vasculares, houve
intensa atividade de divisão celular culminando na for-
mação, em maior ou menor grau, de calos. À medida
que se aproximava da região proximal das folhas, houve
tendência de formação de protuberâncias de aspecto
nodular que culminaram, em alguns casos, na formação
de gemas adventícias (Figura 5A). Em ambos os clones,
observou-se, na extremidade distal dos explantes, a di-
ferenciação de gemas e primórdios foliares, seguindo o
padrão típico de organogênese e apresentando a conti-
Figura 5. Fotomicrografias de cortes transversais (A e D) e lon-
gitudinais (B e C) de explantes foliares. (A) Formação de
protuberâncias de aspecto nodular (PN) e gemas adventícias
(GA) na região proximal do explante foliar. (B) Continuidade dos
feixes vasculares (FV) entre a região de formação do calo com
gemas adventícias (GA) e primórdios foliares (PF). (C)  Presença
de cavidades secretoras de óleo (CO). (D) Folha de um rege-
nerante apresentando estômatos (E) na epiderme abaxial (EPB).
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nuidade vascular com o tecido original (Figura 5B).
Pode-se observar, ainda, a presença de cavidades
secretoras de óleo típicas da espécie (Figura 5C).
Nos regenerantes (Figura 4A), as folhas em corte
transversal apresentaram estrutura típica do gênero,
sendo anfiestomáticas e apresentando mesofilo diferen-
ciado, com cavidades secretoras (Figura 5D).
Conclusões
1. Os reguladores de crescimento TDZ e ANA pro-
porcionam maiores índices de calejamento, e a sua con-
centração varia de acordo com o clone utilizado.
2. A intensidade de calejamento e a textura do calo
são os parâmetros que devem ser usados na escolha de
um tratamento objetivando a organogênese em
Eucalyptus.
3. A regeneração de gemas utilizando como fonte de
explantes folhas de clones micropropagados se origi-
nam na região do pecíolo.
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